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Prader–Willi 综合症是以进食异常和血液 Ghrelin 异常升高为特征的遗传肥
胖症。其病因是 Snord116 SnoRNA 群的表达缺失。我们构建的 Snord116del 小鼠
模型表现出贪食和血液 Ghrelin 升高等 PWS 症状。此次研究中，我们繁育野生
型（WT）、Snord116del（SW）、Ghrl-/-（WG）、Ghsr-/-（WR）小鼠，并制备 
[Snord116del,Ghrl-/-]（SG）和[Snord116del,Ghsr-/-]（SR）双敲除小鼠，对其生长
发育、进食和血液 Ghrelin 水平进行研究，以此探究 Ghrelin 信号通路是否为维
持 PWS 症状所必需。通过监测 WT、SW、WG 和 SG 出生 30 天的体重，发现
SW 与 SG 的生长曲线均比 WT 和 WG 的低，说明 Ghrelin 敲除不会补偿 Snord116
敲除导致的生长迟缓现象。通过测定成年 WT、SW、WG、SG、WR 及 SR 的进
食，发现在双敲除小鼠中，Ghrelin 及 GHSR 的敲除并未消除 Snord116 敲除导致
的进食率异常。通过测定 WT、SW、WR 及 SR 的 Ghrelin 水平，发现 Snord116
敲除和 GHSR 敲除均导致饱食小鼠 Ghrelin 上升，且禁食状态下 SR 与 SW 呈现
出显著的叠加效应，提示 SW 和 WR 可能通过不同的信号通路，造成 Ghrelin 升





究，探究是否其存在缺陷导致了 PWS 的持续饥饿及 Ghrelin 过度分泌等症状。另
一方面，从胃的发育角度，采用 RNA 高通量测序对野生型和 Snord116del 小鼠
的胃从胚胎期初具形态，到出生后完成功能分化过程中，Snord116、Ghrelin 及
GHSR 等基因的表达情况，比较两种小鼠胃部发育过程中系统的基因表达差异，




















Prader-Willi syndrome is a genetic obesity disease characterized by eating 
abnormality and hyperGhrelinemia. A deletion of Snord116 snoRNA cluster has been 
identified as the major contributor. The Snord116del mouse model we created 
manifested PWS symptoms including hyperphagia and hyperghrelinemia. In this study, 
we breeded wildtype (WT), Snord116del (SW), Ghrl-/-(WG), Ghsr-/-(WR), generated 
[Snord116del, Ghrl-/-](SG) and [Snord116del,Ghsr-/-](SR) double knock-out mice, 
testing the growth retardation, overeating and hyperGhrelinimia to prove that whether 
Ghrelin signaling pathway is essential for PWS symptoms. Mice weight were weighed 
after birth till 1 month，the growth curve of the SW and SG were lower than the WT 
and WG. Indicated that the deletion of Ghrelin won’t compensate the growth retardation 
caused by Snord116 del. Next, food intake were measured in these mice, showed that 
the deletion of neither Ghrelin nor GHSR, won’t eliminate the food intake abnormal of 
SW. Finally, Serum Ghrelin level measured in fast and fed condition, showed both 
Snord116 del and Ghsr-/- lead the high Ghrelin in fed mice. In fast condition, there were 
a significant overlap effect between SR and SW. Indicated that the high Ghrelin both in 
SW and WR may through different signaling pathway. Overall, the growth retardation, 
overeating and hyperGhrelinimia in Snord116del don’t rely on the Ghrelin signaling 
pathway, first proved the hyperthesis was not correct in decades, it also provide new 
ideas for the sdudy of pathlolgical mechanism of PWS. 
Therefore, we turned to the nerve signal transduction field. Collected the stomach 
and brain stem of Snord116del mice, did some preliminary immunohistochemical work 
of gastric autonomic nerve. Meanwhile we studying the Snord116, Ghrelin and GHSR 
gene expression of embryonic and postnatal stomach development of mice by RNA 
high-throughput sequencing technology. Hoping to find explains of the abnormality 
symptoms of PWS from the perspective of the development of the stomach. 



















Prader-Willi 综合征（Prader-Willi syndrome，PWS） 
饥饿激素（Ghrelin，Ghrl） 




Snord116 和 Ghrelin 双敲除小鼠（[Snord116del,Ghrl-/-]，SG） 
Snord116 和 GHSR 双敲除小鼠（[Snord116del,Ghsr-/-]，SR） 
生长激素（Growth Hormone，GH） 
母源单亲二倍体（Maternal uniparental disomy，UPD） 
细菌人工染色体（Bacterial artificial chromosomes，BAC） 
酶联免疫吸附测定法（Enzyme-linked immunosorbent assay，ELISA） 
生长激素促分泌物（Growth-hormone secretagogues，GHSs） 
生长激素释放激素（Growth hormone releasing hormone，GHRH) 
1，4，5 三磷酸肌醇（Inositol trisphosphate，IP3) 
Ghrelin 酰基转移酶（Ghrelin O-Acyltrasferase，GOAT） 
分泌神经肽 Y（NPY neuropeptide Y） 
Agouti-related 蛋白（AgRP） 
激素原转化酶（Prohormone convertase 1/3，PC1/3） 
蛋白激酶 C（Protein kinase C，PKC) 
腺苷酸环化酶–蛋白激酶 A（The adenylate cyclase–protein kinase A，AC–PKA) 
磷脂酶 C-蛋白激酶 C（Phospholipase C -protein kinaseC，PLC–PKC） 
AMP 激活的蛋白激酶（AMP activated protein kinase，AMPK） 
乙酰辅酶 A 羧化酶（Acetyl coenzyme A carboxylase，ACC）， 
脂肪酸合酶（Fatty acid synthase，FAS） 
钙调蛋白依赖性激酶激酶（Calmodulin-dependent kinase kinase，CaMKK）， 




















Prader–Willi 综合症（简称 PWS），也称普威综合症，1956 年由 Prader，














者中，其患病原因 75%是由于父源的 15q11-13 区域中基因的缺失，22%起因于
母源单亲二倍体（maternal uniparental disomy，UPD），3%源于印记错误，1%由
染色体错位造成[4]。本文主要讨论由父源染色体 15q11-13 区域中基因的缺失所
导致的 PWS。研究表明，此染色体区域 HBII-85 C/D box 小核仁 RNA 群(snoRNA 
cluster)父源缺失是引起 PWS 的主要原因[5]。 
1.1.2 Prader-Willi 综合症的症状 





















1、孕期及出生异常。大多数 PWS 胎儿在孕期的胎动较少，大约 1/4 的胎儿
胎位不正，例如出生时臀部向外，大约 1/2 的胎儿不是早产就是晚产，此外大多
数的 PWS 宝宝是在秋天的 10 月份出生的，且目前还不清楚具体原因[2]。 
2、婴幼儿时期严重肌张力下降。婴幼儿刚出生就严重肌张力下降，因而显
得懒散，哭声减弱，嗜睡，吮吸能力差，需要依赖于鼻饲管喂养，存活困难和体











目前生长激素已被食品药品监督管理局（FDA）允许用于 PWS 的治疗。 
4、认知水平低下。PWS 儿童认知能力发育迟滞，在学龄期尤其明显[12]。1992

































胃穿孔导致了 3-6% PWS 病人的死亡率[23]。此外，高达 25%的肥胖 PWS 成年人




很常见，初潮有可能推迟至 30 岁，并常伴有闭经和少经现象。 
8、血液中 Ghrelin 过高。2002 年研究首次发现 PWS 病人血液中 Ghrelin 异
常偏高，约是正常人的三倍。最近有关 PWS 成年和儿童患者的研究发现，血液
中 Ghrelin 水平在饥饿后会迅速升高[26-28]。Ghrelin 具有快速刺激人类进食增强作
用，长期给予 Ghrelin 导致啮齿类肥胖[21]。因此，人们推测，PWS 患者的贪食以



























1.2.1 Snord116 基因敲除小鼠的依据 
大量遗传学的研究显示，导致 PWS 综合症的主要原因是由父系遗传的第 15
号染色体 Ch15q11.2 区域的基因缺失或此段基因不表达[34]。斯坦福大学的 Uta 
Francke 实验室将关键的基因缺失区域从 4Mb 缩小到 121Kb 的区间[35]。这一区
间有很多不编码蛋白质的小核仁 RNA（snoRNA），主要包括具有 27 个拷贝的
Snord116/HBII-85 和 47 个拷贝的 Snord115/HBII-52[36]，人类同源称为 HBII 而鼠
类同源称为 MBII）[37-39]。有研究将 Snord115/HBII-52 排除在关键区域外[40]，且
最近又报道了两起 PWS 新病例，患者缺失的染色体片段仅仅局限于 Snord116 区
域[5, 41,42]，确定最关键基因为 Snord116/HBII-85 集群。 
Snord116 是第一个被发现表现出基因印记的哺乳动物 snoRNA，位于宿主基
因的内含子中，隶属于带有两个短的保守序列片段的 C/D boxes 家族，由大的
SNRPN 转录物非编码的外显子（mRNA 的 5’或 3’端的非翻译区）组成，主要
在中枢神经系统中表达。目前发现 C/D boxes 家族大部分成员的功能是给一些特
定的 RNA 进行甲基化修饰[43,44]。随着研究的进展，越来越多的病例及遗传学研
究证据表明 Snord116 与 PWS 相关，且是导致 PWS 的关键基因。然而 Snord116
导致 PWS 综合症的相关表型的分子机制，以及 Snord116 是否还具有其他功能目
前仍不清楚。仅有一些生物信息学分析表明，Snord116 可能通过选择性的剪切来
调节 23 种编码蛋白的基因表达[45]。依据前人的研究成果，我们认为 Snord116 基
因就是导致 PWS 患者诸多症状的关键基因，构建 Snord116 基因敲除的小鼠模型
可以用于 PWS 病症的探究。 





构建 Snord116del 小鼠原理如下(详见图 1)：第一步，先从小鼠的细菌人工染 
色体（Bacterial artificial chromosomes，BAC）RP23-371M8 和 RP23-309E15 上克
隆基因序列，而这上述的两条序列正好位于 Snord116 基因的两侧。将 Frt5-puro-

















两次同源重组后获得 BRUCE4 ES 细胞。分别用 Neo 和 Puro 作为这两次同源重
组筛选的抗性基因，再分别利用 Frt1 和 Frt5 序列对应的 Flep1 和 Flep5 完成 Neo
和 Puro 的条件性去除。由此在我们得到的重组 ES 细胞中，只分别在 Snord116
基因左侧插入了一个 Loxp-Frt1，和右侧一个 Frt5-Loxp。再将该 ES 细胞植入囊
胚期胚胎的内细胞团中，发育形成一个嵌合体小鼠，该嵌合体小鼠的部分后代即
为在 Snord116 基因两侧做过改造的小鼠。这种后代小鼠与表达 Cre 的小鼠交配
再产生的子代即为我们所需的可以选择性敲除 Snord116 基因的小鼠，从而可以
获得 Snord116 基因敲除小鼠。 
同其他的 PWS 模型小鼠相比，我们实验室所构建的 Snord116del 小鼠具有以
下优点：（1）敲除特异性高：该模型小鼠仅敲除包括 Snord116 约 150kb 的片段，
不同于其它大片段敲除或影响大范围多个基因表达的 PWS 小鼠模型；（2）遗传
背景单纯：Snord116del 小鼠是在 C57/BL6 背景上对 ES 细胞进行的敲除，并且
一直在此背景上进行交配。因此小鼠是纯粹的 C57/BL6 品系，而其他 PWS 小鼠












图 1：Snord116 基因敲除小鼠构建过程。 
Fig.1：Creation of Snord116del mouse。 
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